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I Deposant 



; COMPAGNIE GERVAIS DANONE et al. 



; 1 . Le present rapport est le rapport d'examen preliminaire international, etabli par radministration chargee de I'examen I 
j preliminaire international en vertu de Tarticle 35 et transmis au deposant conformement a Tarticle 36/ j 

; 2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. j 

' 3. Ce rapport est accompagne d'ANNEXES, qui comprennent : : 

a. H un total de (envoyees au deposant et au Bureau international) 4 feuilles, definies connme suit : • 

0 les feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont ete modifiees et qui servent de base • 
au present rapport ou des feuilles contenant des rectifications autorisees par la presente administration (voir 
la regie 70.16 et I'instruction administrative 607). 

□ des feuilles qui remplacent des feuilles precedentes, mais dont la presente administration considere qu'elles 
contiennent une modification qui va au-dela de I'expose de invention qui figure dans la demande 
internationale telle qu'elle a ete deposee, comme 11 est indique au point 4 du cadre n" I et dans le cadre 
supplementaire. 

b. D (envoyees au Bureau international seulement) un total de (preciser le type et le nombre de support(s) ! 

electronique(s)) , qui contiennent un listage de la ou des sequences ou un ou des tableaux y relatifs. deposes i 
sous forme electronique seulement, comme il est indique dans le cadre supplementaire relatif au listage de la ou 
: des sequences (voir I'instruction administrative 802). \ 



\ 4. Le present rapport contient des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants : 



El 


Cadre n° 


1 


Base du rapport 


□ 


Cadre n° 


II 


Priorite 


□ 


Cadre n** 


III 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibilite d'application industrielle 


□ 


Cadre n*" 


IV 


Absence d'unite de I'invention 


IS 


Cadre n° 


V 


Declaration motivee selon Particle 35.2) quant a la nouveaute. I'activite inventive et la 
possibilite d'application industrielle; citations et explications ^ I'appui de cette declaration 


□ 


Cadre n*' 


VI 


Certains documents cites 


□ 


Cadre n** 


VII 


Certaines irregularites dans la demande Internationale 
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VIII 


Certaines observations relatives a la demande internationale 
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Case No. I Base du rapport 

1 . En ce qui concerne la iangue, ie present rapport est etabli sur la base 

El de la demande internatlonale dans la Iangue dans laquelle elle a ete deposee 

□ d'une traduction de la demande internatlonale dans la Iangue sulvante , 
qui est la Iangue d'une traduction remise aux fins de : 

□ la recherche internatlonale (selon les regies 12. 3. a) et 23.1. b)) 

□ la publication de la demande Internationale (selon la regie 12.4.a)) 

□ I'examen preliminaire international (selon la regie 55.2.a) ou 55.3.a)) 

2. En ce qui concerne les elements* de la demande internatlonale, Ie present rapport est etabli sur la base des 

elements suivants {les feuilfes de remplacement qui ont ete remises a I'office recepteur en reponse a una 
invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans Ie present rapport comme "initialement 
deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport,) : 



Description, Pages 

1-19 teltes qu'initialement deposees 

Revendications, No. 

1-28 . re9ue(s) Ie 15.12.2005 avec lettre du 08,12.2005 

Dessins, Feuilles 

1/5-5/5 lelles qu'initialement deposees 

□ En ce qui concerne un listage de la ou des sequences ou un ou des tableaux y relatifs. voir ie cadre 
supplementaire relatif au listage de la ou des sequences. 

3. □ Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages 

□ des revendications, nos 

□ des dessins, feuilles/fig. 

□ du listage de la ou des sequences (preciser) : 

n d'un ou de tous les tableaux relatifs au listage de la ou des sequences (preciser) : 

4. □ Le present rapport a ete etabli abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique dans le cadre 
supplementaire (regie 70. 2. c)). 

□ de la description, pages 

□ des revendications, nos 

□ des dessins, feuilles/fig. 

□ du listage de la ou des sequences (preciser) : 

□ d'un ou de tous les tableaux relatifs au listage de la ou des sequences (preciser) : 

* si le cas vise au point 4 s ' applique , certaines ou toutes ces feuilles peuvent 
etre revetues de la mention "remplace" . 
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Cadre n* V Declaration motivee selon Tarticle 35.2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibllite d'application industrielle; cltatrons et explications a Tappui de cette declaration 



1. Declaration 
Nouveaute 



Oui: Revendications 1-20,24-28 
Non: Revendications 21-23 



Activite inventive 



Oui: Revendications 1-20,24-28 
Non: Revendications 21 -23 



Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-28 

Non: Revendications 



2. Citations et explications (regie 70.7) : 
voir feuille separee 



Cadre n° VIII Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins ou 
de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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RAPPORT PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande internationale 
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Concernant le point V 

Declaration motivee quant a la nouveaute, V activite inventive et la possibilite d' 
application industrielle; citations et explications a V appui de cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : CRESPO, J. P. S. G. ET AL: "Tangential flow filtration for continuous cell 

recycle culture of acidogenic bacteria" CHEMICAL ENGINEERING SCIENCE , 
47(1), 205-14 CODEN: CESCAC; ISSN: 0009-2509, 1992, XP009034901 

D2: MAUS J E ET AL: "Ennployment of stressful conditions during culture production 
to enhance subsequent cold- and acid-tolerance of bifidobacteria." JOURNAL 
OF APPLIED MICROBIOLOGY, vol. 95, no. 1, 2003, pages 146-154, 
XP002334925 ISSN: 1364-5072 

D3: HAYAKAWA K ET AL: "HIGH DENSITY CULTURE OF LACTOBACILLUS- 
CASEI BY A CROSS-FLOW CULTURE METHOD BASED ON KINETIC 
PROPERTIES OF THE MICROORGANISM" JOURNAL OF FERMENTATION 
AND BIOENGINEERING, vol. 70, no. 6. 1990, pages 404-408, XP002335665 
ISSN: 0922-338X 



Le document D1 decrit un dispositif qui est apte pour la mise en oeuvre d' un precede de 
production d' un concentrat liquide de bacteries adaptees et viables a usage alinnentaire 
en ce qu' il connprend une cuve contenant une solution de lavage (feed vessel), un conduit 
d' arrivee de ladite solution dans un fermenteur (reactor), un conduit de sortie pour 
acheminer le milieu de culture contenant les bacteries vers deux modules de microfiltration 
tangentielle. Chaque module possede une membrane d' une surface totale de 0,1 m^. 
Lesdits modules permettent la separation du dit milieu de culture en un permeat ne 
contenant pas de bacteries et en un concentrat contenant les bacteries. De plus, D1 
divulgue un dispositif caracterise en ce que le concentrat est recycle a la sortie des 
modules de filtration tangentielle par reincorporation dans le fermenteur. 

Le document D2 decrit un precede de production de bifidobacteries adaptees, ou 
I'adaptation etant mise en evidence par la mesure de parametres du milieu de culture 
et/ou de parametres des bacteries (D2, p. 148, colonne de gauche). Au vu de D2 (p. 148), 
les bacteries resultant de ce precede sont adaptees a un milieu (pH) acide et une 
temperature diminuee. De plus, D2 decrit un yaourt additive, caracterise en ce que 1' additif 
alimentaire comprend les susdites bifidobacteries adaptees et viables. 
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En addition, D2 mentionne qu'apres 2,5 a 5 heures d' exposition de bacteries du genre 
Bifidobacterium lactis au yaourt, 11 n'y a pas una difference signifiante en ce qui concerne 
la tolerance a Tacidite entre les bacteries adaptees et pon-adaptees {D2, p. 152-153). 

Le document D3 decrit un precede de production d' un concentrat liquide de bacteries, a 
usage alimentaire comprenant les etapes successives suivantes: 

a) On propage les bacteries dans un fermenteur dans un milieu de culture approprie ; 

b) On dilue avec du milieu de culture frais a un taux qui correspond a la concentration de 

la masse cellulaire; 

c) On concentre en bacteries le milieu content les bacteries par microfiltration tangentielle 
(cross-flow) jusqu'a une concentration bacterienne de 1 1 ufc/ml; 

d) On recupere un concentrat liquide de bacteries, a usage alimentaire 

En particulier, le susdit precede est effectue avec le but d' enlever des metabolites 
inhibant. 



1) . La presente demande ne remplit pas les conditions enoncees dans T article 33 (1) 
POT, r objet des revendications 21-23 n' etant pas conforme au critere de nouveaute 
defini par I' article 33 (2) POT. 

1 .1). Au vu des remarques faites ci-dessus, le document D1 decrit un dispositif ayant 
toutes les caracteristiques techniques des revendications 21-23. Par consequent ledit 
dispositif est apte pour la mise en oeuvre d'un procede de production d'un concentrat 
liquide de bacteries adaptees et viables a usage alimentaire. 
Done, I'objet des revendications 21-23 n' est pas nouveau. 

2) . Au vu des documents cites, il semble que 1' objet des revendications 1-20 et 24-28 
remplit d' une maniere formelle les conditions enoncees a T article 33 (2) POT. 

3) . La solution proposee dans les revendications 1-20 et 24-28 de la presente demande 
est consideree comme impliquant une activite inventive (article 33(3) POT), et ce pour les 
raisons suivantes: 

3.1). Le document D2 est considere comme etant 1' etat de la technique le plus proche. 
Au vu des commentaires faits ci-dessus, le procede de le revendication 1 differe du 
contenu de D2, en ce qu' on lave le milieu de culture contenant les bacteries adaptees par 
microfiltration tangentielle jusqu' au on obtient une concentration bacterienne superieure a 
5x10^^ et avantageusement superieure a 1x10^^ ufc/ml. 
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3.2) . Le probleme que se propose de resoudre la presente invention peut done etre 
considere comme etant d'enrichir Tetat de la technique avec un concentrat liquide de 
bacteries actives et viables a usage alimentaire. 

3.3) . L'homme du metier qui veut realiser la production d'un concentrat liquide de bacteries 
adaptees et viables, n' aurait pas considere le document D3, qui a trait a un lavage de 
bacteries par microfiltration tangentielle avec le but d' enlever des metablites npn- 
souhaites du milieu de culture. 

3.4) . En consequent, I' objet des revendications 1-20 et 24-28 n* a pas pu etre realise 
d'une maniere evidente. 



Concernant le point VIII 

Certaines observations relatives a la demande internationale 



Le jeu de revendications ne remplit pas les conditions enoncees a Tarticie 6 PCT. 

1) . Au vu de la page 2 de la description, il parait que I'etape de filtration tangentielle, sous 
certaines conditions particulieres permet de concentrer les volumes souhaites de culture 
de bacteries, toute en preservant leur viabilite et sans colmatage des filtres. 

Les dites conditions particulieres sont considerees etant des caracteristiques essentielles 
a la realisation de la presente demande internationale. 

2) . Le concentrat liquide de bacteries adaptees et viables (revendication 24) et le produit 
alimentaire additive (revendication 26) sont completement deficient au vu de Tarticle 6 
PCT, car ils ne comprennent aucune vraie caracteristique technique, qui permettrait de le 
distinguer des divulgations faites en D2. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de production d'lin concentrm iiquide de bacteries adaptees et viables, a 
5 usage alimentaire comprenant les etapes sucxessives suivantes : 

a) On propage les bacteries dans un fermenteur dans un milieu de culture 
approprie ; • . 

b) On adapte les bacteries obtenues a Tetape a) ; 

c) . On lave le milieu de culture contenant les bacteries adaptees par 
1 0 microfiltration tangentielle avec I'aide d'une solution de lavage ; 

d) On concentre en bactdries le milieu lav6 contenant les bact6ries adaptdes par 
microfiltration tangentielle jusqu'a une concentration bacterienne superieure a 

. 5.10'° ufc/ml avantageusement superieure a I.IO" ufc/ml ; 

e) On recupere un concentrat Iiquide de bacteries adaptees et viables, a usage 
15 alimentaire 

et ou Tadaptation des bacteries effectuee a I'etape b) est mise en evidence par la mesure 
de parametres du milieu de culture et/ou de parametres des bacteries. 




20 



25 



2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que les bacteries sont des 
bacteries lactiques, en particulier des bacteries du genre Lactobacillus spp. 
Bifidobacterium spp., Streptococcus spp et Lactococcus spp. 

3. Proced6 selon la revendication 1 et 2, caracterise en ce que le milieu de culture de 
Tetape a) est un milieu synthetique. 

.4. Procede selon Tune quelconque des revendications prdcedentes, caracteris6 en ce 
que le milieu de culture contenant les bacteries dans le fermenteur a la fin de Tetape a) a 
un pH compris entre 3 et 6. 



30 5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la concentration en bacteries a la fin de Tetape a) de propagation est superieure a 
2.10*° ufc/ml. 
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6. Procede selon la revendi cation 1 caracterisS en ce que les parametres du milieu de 
culture sont le pH la pression osmotique et/ou la temperature du milieu de culture. 

7. Procede selon la revendication 6 caracteris6 en ce que le parametre du milieu de 
5 culture est le pH et en ce que I'etape b) est realisee par diminution du pH par 

acidification naturelle. 

8. Proced6 selon la revendication 6 caracterise en ce que le parametre du milieu de 
culture est la temperature et en ce que I'etape b) est realisee par diminution de la 

10 temperature. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1, 6, 7, 8 caracterise en ce que 
le parametre des bacteries est la taille des bacteries. 

15 10. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce caracterise en ce que la 
distribution des longueurs de chaque bacterie se situe majoritairement entre 0,1 et 10 
micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 micrometres. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caract6ris6 en ce 
20 que I'etape b) d'adaptation est realisee par microfiltration tangentielle. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise on ce 
que la ou les membranes de microfiltration tangentielle ont une porosite comprise entre 
0,01 et 0,5 (im, avantageusement entre 0,1 et 0,3 fim. 

25 

13. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que dans I'etape c) la pression d'entree du milieu de culture dans le module de 
microfiltration est comprise eiitre 0 et 3. 10^ Pa. 

30 14. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que dans les etapes c) et d) le debit du permeat est compris entre 0,001 et 0,1 m^/h/m^ de 
surface d'echange. 



FEUILLE MODIFIEE 



^^^i^^SdiiO^^^^^Stiii^^ ^^S&^m^m'^sSsS^^ 



15. Proced6 selon Tune quelcongue des revendications precedentes, caracterise eh ce 
que dans Tetape d) la pression transmerabranaire est comprise entre 0,1.10^ et 2.10' Pa 
et avantageusement entre 0,1.10^ et 0,5.10^ Pa. 

5 

16. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que dans I'etape d) le debit de recirculation du milieu lave est corapris aitre 0,5 et 3 
m^/h/m^ de surface d'echange et avantageusement entre 0,8 et 1,25 m^/h/mMe surface 
d'echange. 

10 

17. • Proced6 selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comprend prealablement a Tetape a) les etapes successives de revivification et 
preculture des bacteries. 

15 18. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comprend une etape supplementaire f), apres I'etape e) de conditionnement en 
poches souples et hermetiques du concentrat liquide de bacteries adaptees et viables. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comprend une etape 
20 supplementaire g), apres Tetape f), de conservation k une temperature comprise entre - 

50°C a +4°C du concentrat liquide de bacteries adapt6es et viables conditionne en 
poches souples et hermetiques. 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend une 6tape 
25 supplementaire h), apres I'etape g), de rechauffage par un moyen adapte du concentrat 

liquide de bacteries adaptees et viables conditionne en poches souples et hermetiques. 

21. Dispositif pour la mise en oeuvre du procede de production d'un concentrat 
liquide de bacteries adaptees et viables a usage alimentaire selon Tune quelconque des 

30 revendications 1 a 20 caracterise en ce qu'il comprend une cuve (1) contenant une 
solution de lavage, un conduit d'arrivee (2) de ladite solution de lavage dans un 
fermenteur (3), ledit fermenteur (3) servant a la propagation des bacteries dans un 
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milieu de culture, un conduit de sortie (4) pour acheminer le milieu de culture contenant 
les bact6ries vers un ou plusieurs modules (5) de microfiltration tangentielle, lesdits 
modules (5) permettant la separation dudit milieu de culture en tin permeat (6) ne 
contenant pas de bacteries et en un concentrat (7) contenant les bacteries. 

5 

22. Dispositif selon la revendication 21, caracterise en ce que le concentrat (7) est 
recycle a la sortie des modules (5) de filtration par reincorporation dans le fermenteur 
(3). 

10 23. Dispositif selon les revendications 2 1 et 22 caracterise en ce que le ou les modules 
(5) de filtration compreniient de 1 k 10 membranes de filtration, chaque membrane 
representant de 0,lm2 a 150 m^ de surface totals de filtration. 

24. Concentrat liquide de bacteries adaptees et viables caracterise en ce qu'il est 
15 susceptible d'etre obtenu par le precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 

20. 

25. Utilisation du concentrat liquide de bacteries adaptees et viables selon la 
revendication 24 en tant qu'additif alimentaire. 

20 

26. Produit alimentaire additive, caracterise en ce que I'additif alimentaire utilise est 
un concentrat liquide de bacteries adaptees et viables selon la revendication 24. 

27. Produit alimentaire additive selon la revendication 26, caracterise en ce qu'il 
25 s'agitd'un produit laitieret/oud'uneboisson. 

28. Proced6 de fabrication d'un produit alimentaire additive selon Tune quelconque 
des revendications 26 ou 27, caracterise en ce que le concentrat liquide de bacteries 
adaptees et visibles est additionne au produit alimentaire en fin de ligne de production et 

30 preferentiellement avant le conditionnement du produit alimentaire. 
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